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Beschreibung 



Die Erfindung betri/ft cine makroraoleWw* wasserifisBcbe Verbindung als Blutersatz bei Usung oder 
Suspension m Wasscr, ein Verfabren zur Herstetiung emer solchen makromolekularen wasserl&slichen Verbin- 
dung sowie ein Mittel zur Verwendung als Blutersatz oder Blutstrecker zuro Verabreiefcen an Menschen- oder 
lleroatienten in Form elner wfiBrigen Usung oder einer Suspension eines wasserloslichen makromolekularen. 
Sunn toff transportierenden Stoffes. 

• W iJ5? n ^ er schneU "weenden Bedarfs an Bhit mit der Ausweitung von medizinischen Behandlungen besteht 
em Bedarf zur Entwfcklung von Blutersatz und zum effektivsten Gebrauch von verfOgbaren Blutvorrfitea 
uieser Bedarf besteht sowohl in Bereichen, in denen fortgeschrittene medizinische Behandlungsmetboden 
prakttziert werden, als aucb in Bereichen. in denen kostspielige Einrichtungen zur Bhitkonserviening und 
•typisierung nich: verfOgbar sind 

Die verechiedensten Substanzen sind schon als Blutersatz vorgeschlagen worden, beispielsweise Dextrangela- 
on, PolyvmylpjTrobdon und Perfluor-Verbindungen wie Perfluortributylamia Diese haben entweder unbefrie- 
digende Sauerstoffbmdeeigenschaften oder unerwflnschte oder unbekannte Nebeneffekte. G. Ya. Rozenbere 
beschreiben m ProbL GemtoL Pereliv. Krovi 1970. 15(4), S. 12-20 Blutereatzstoffe wie Deztran und modifizier- 
tes Hfimoglobin 

HfinwglobinlOsungen sind ebenfalls versucht wordea Hfimoglobin ist ein komplexes ProteinmateriaL das 
Eisenmolekfile enthfilt, welche einen GroBteil von roten BlutkOrperchen bei Wirbeltieren bildea Die Verwen- 
dung .einer HfimoglobinlOsung anstelle von Blut Oberwindet das Blutgruppenproblem. Hamoglobin ist einfacher 
"finger" als" Blw&toM^nm V °" B ' Ut ^ menschlich) isolieren und ™ Konservierung viel 

Hamoglobin wird jedoch schnell aus der Niere im Urin vom kranken Patienten ausgeschieden. Hfiufiiie 
massive Transfusionen von HfimoglobinlOsung mOssen deshalb erfolgen. und das hohe MaB an Ausscheidung 
stellt eine potentielle Gefahr fOr Patienten mit vorher bestehender Nierenerkrankung dar. Es ist berichtet 

rAlbltu^tteS^ ^ KreidaUf ^ TranSfUSi0 " Verabreichtenl »*™*™" 

Die schnelle Ausscheidung von Hamoglobin bei Verabreichung als Usung dOrfte mindestens teilweise auf 
seui Molekulargewicht zurOckzufOhren sein. Hamoglobin hat ein Molekulargewicht von etwa 65.000. was 
genU8 ^ Um dessen ^'^altung im Kreislaufsystem for eine angemessene Zeitdauer zu 
ermOglichen, wenn es getrennt von roten BlutkOrperchen und Plasma zugefOhrt wird. 

kimhtl^ ^ e L nen B T^ atZSt °2 ZU schaffen> dessen revereible Sauerstofftransportffihig- 

ST' d £™ v •. " * 6r ?? hen eebundenem Hfimoglobin veitfeichbar ist. dessen Molekulargewicht so 
hoch ist. daB die Verweilzeit im KOrper von Menschen oder Tieren verlfingert ist. und das biologisch vertrfiglich 

wird getost durch die makromolekulare wassertosliche Verbindung gemfiB Anspruch 1. das 
M^.,n?v He . rstelIun « D1 e,ner makromolekularen wasserloslichen Verbindung nach Anspruch 2 und das 
Mittel zur Verwendung als Blutersatz oder Blutstrecker nach Anspruch 3. • K « 

^ma e ftH^. n Fr n ^ gem ^ Be y crbindun 8 w j rd in anfemessener Weise im KOrper beibehaltea Die Verbindung 
fSSS^fH^iS^S T^f ^^"^portfahigkeit und ist offensichtlich auch sonst biologisch 
akzeptabel. Das zur HersteUung der Verbindung verwendete modifizierte Dextran hat ein durchschnittiiches 
Molakulargewicht von etwa 20.000 bis 275.000, wfihrend die modifizierte Hydroxyethylstfirke ein durohschnittfi- 
° heS ~°2£ u A argew,cht von etwa ^O 00 bis etwa hat Vorzugsweise wird ein MolekularKwichrvon 

H^32?„ «hnT »' L ,nn r, halb o S0 L Cher M ° lak * a '8ewich«be 8 reiche gelS ^hS&Sg mh 
EfnTr^™ r onsta " en ' » nd die ReakuonslOsungen haben geeignete Viskositfiten zur leichten Handha- 
Sn^SdlTl" 1 Molekulargewicht von unter 90.000 sind als im wesentlichen nich, allergieerzeugend 
bekanm, und ste sind deshalb zur Verwendung im erfindungsgemfi&en Zusammenhang wOnschenswert. 
J-?L iS ' kt,ons PL odukt au „ sdem modifizierten Polysaccharid und Hfimoglobin kann eine l:l-Bindung seia 
«h™H« a J" "L 9 ^? kuled P s Hemoglobins an einem MolekOI des modifizierten Polysaccharide 
K on .™iu ZS£l a w iW u h J' e re ' a0Ven Me T. n an Aus ** n 8«toffen fOr die Umsetzung und durch die 
Kontrolle anderer Reakuonsbedingungen wie der Zeit, der Temperatur und des pH-Wertes bestimmt werden 
Die Verbindungen gemfiB der Erfindung haben Molekulargewichte im Bereich von etwa 70.000 bis 2.000.000 und 
vorzugsweise im Bereich von etwa 85.000 bis 1 35.000. 

■ncK™!"* " g iS io ei " Ha ™8l°ui"f °lysaccharid-Komplex und kann nach ihrer Bildung in einem physiolo- 
meinS a " ™" 8ewonnen oder gewonnen und 

m! nHl d .! m ^ rfah u» n ZUr . ^"i 6 """ 8 de$ ? r «n d «n8$gemfiBen Produkts erfolgt die chemisch covalente Bindung 
H^^^^H^^^. MO, ■ ek0,, m c i V einem . P °^ a ^ a rid-Molek0L Die Reaktion wird am besten in zwel 
Hauptschnt en durchgefOhrt. m ersten Schntt wird ein modifiziertes Polysaccharid gebildet. das chemische 
irim ™Xn ^k' ? 7 ". r ^r misch J en Wechselwirkung mit den Seitengruppen des Hfimoalobin in derL K e sind 
Mm ^ hm w,rd da ? m <> d .fizierte Polysaccharid zur Reaktion mit den SeitengrGppen des Hfimoglobin 
gebracht. um den covalent gebundenen Komplex gemfiB der Erfindung entstehen zu lassen 
scnVc™ I*,'* anr ?" i ! sch "' u ; ri » d « Polysaccharid in Reaktion mit einem Reaktionsmittel. das eine chemi- 
fna!„?H a P u ill 1 m .2 d !" H j y dro!t y | -Gruppen am Polysaccharid in Reaktion trilt(z. B.Carbonsfiure , Acylha- 
bgemd-, AlkylhaloEemd-. Amido-. Hydrazin-. Isocyanat- oder Amino-Gruppen. die mit den Hydroxylgruppen in 
SST^r W,C Cynoeenbromid oder Perjoda. in Reaktion tritt). Daruberhinaus'muB'dieses 
KloSn^deTmf. it *? ^^"^ Gruppen anfOgen zu kOnnen. die anschlieBend mit Hfimo- 
globin oder mil einer OberbrOckenden Verbindung. die anschlieBend mit Hfimoglobin in Reaktion treten kann. 
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reagieren kdnnen. Methoden und Reaktionsmittel zum Modifizieren von Polysacchariden durch chemische 
Umsetzung der Hydroxylgnippen sind bekannt. 

Beim zwehen Verfahrensschritt wird das modifiziene Polysaccharid mil HSraoglobin zur Bindung damit zur 
Reaktioa gebracht. und war durch Reaktion von funktionalen Seitengruppierungen am Hamogtebin mit den 
Gruppen. die an das modifizierte Polysaccharid im ersien Schritt angefugt worden sind. Hamoglobin ist ein 
Protein und enthait als funkuonale Seitengruppierungen Amino-, Phenol-. Mereapto, Methylmercapto-, Imida- 
zo^Carboxyl- und Guamdmo-Gruppen, die von Aminosaurebestandteilen abgeleitet sind. 

Oiemische Gruppen, die sich mit diesen reaktiven Proteinseitengruppierungen umsetzen konnen und die 
deshalb beim ersten Verfahrensschritt in dasPoiysacriiarid eingebracht werden kannen. sind in der Protewhe- 
H„w^l ,7 T f C .^^ X3,en ? 1C ^ Modification of Proteins' von Means & Freeney, herausgegeben von 
Holden-Day. 197!, und Advances m Carbohydrate Chemistry-. Band 29. Upson and Horten, herausgegeben von 
Academic Press. Kapitet von Kennedy flber Polysaccharid-Derivate. Zu den Beispielen gehoren: 

Acyherende Gruppen, z. a Saureanhydrid, N-Acylimidazol Saureazid. N-Carboxyanhydrid, Diketen. Dialkvl- 
pyrocarbonat. Imidoester. O-Alkylisoharnstoff, S-Alkyl-Isoharnstoff, Sulfonylhalogenid. Sulfonatester und car- 
bodumid-aktivierte Carboxylgruppen. 

Von diesen ist bekannt, dafi sie mit Aminogruppen an Proteinen reagieren und covalente Bindungen entstehen 
Iassen, bei denen Acyl- oder ahnliche Bindungen vorhanden sind; 

Alkylierende Gruppen, die mit Sulfhydryl- (Mereapto), Thiomethyl.. Imidazo- oder Aminogruppen am Protein 
reagieren wie z. R HalocarboxyK Maleimid aktivierte Vinyl-. Ethylenimin-, Arylhalogenid-Gruppen. 2-Hy- 

J^JSSSSSSS^ ^ Dia20CarbOXy,at U " d Und Amingruppen zusammen. die 

Disulfid-bildende Gruppen, die mit den Sulfhydrylgruppen am Protein reagieren. wie 5,5'-Dithiobis-(2-Nitro- 

SSS2^J?w55^^ (diC ^ "» «" G^wart von » 

Dicarbonylgruppen wie Cyclohexandiongruppen und andere 1,2-Diketongruppen, die mit den Guanidino- 

gruppen von Protein reagieren; 
Diazogruppen,die mit Phenolgruppen am ProteinmolekOl reagieren- 

PiwSSSw™ Rcakti0 " VO " C y anbromid mit dem Polysaccharid, die mit Aminogruppen am 30 

HtaJST™* o" m ° difi2 i ertes p o>ysaccharid mit Gruppen erzeugt, die mit Mercaptogruppen des 

Htooglobin reagiereaBesondersbevorzugte Gruppen sind die Halocarboxylatgruppea 

fo|*: V °" bevorzu 8 ten Methoden zur Herstellung des Komplexes gemaB der Erfindung sind wie 

Methode I: 

.kSSJS??^ d ? rid ( ^ W w^. ZU !! achst & 9y anbrom ! d CNBr ™ Umsetzung gebracht, wobei sich ein 
aktiviertes Zwischenprodukt bildet. das mit Diaminoathan reagiert, so daB die folgende Verbindung emsteht: 40 

+ NH, 

(PS)— P— C — NH — CH,CH,— NH, 

45 

Aminoethyl-lsoureido- Polysaccharid. 

duni e „ B hS r] SChC ^ er E, 1 hy, 8. ru PP e «nd Dextran ist mit groBter Wahrscheinlichkeit eine Isoharnstoffbin- 
eS.nf a • an *f r f t Anen chemischer Bindungen nicht vMlig ausgeschlossen werden. Das auf diese Weise 
"nfe^^ *"* B-acetylbromid acy.iert, um Bromacety.-Amino! so 

+ NH, o 

H li 

(PS)— P— C— NH— CHjCH,— NH— C — CH 2 — Br ss 



^aaSt 9 ^ Wn Ham ° g,0bin < HB * Um Hamog.obin-S-Ace,ylamino- 

*NH o 

II II 
(PS) P C — NH — CH,CH, — NH — C — CH 2 — S — (HB) 
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Methode II: 

Das Polysaccharid (PS) wird zunachst mit 2-Chlorethylamin zur Umsetzung gebracht, urn Aminoethyl-O-Po- 
lysaccharidzubilden: 

(PS)-0-CH2CH 2 -NH 2 

AhnJich wie bei der Methode I entsteht durch eine sukzessive Reaktion mit Bromacetylbromid und Hamoglo- 
bin (HB) Hamoglobin-S- Acetylaminoethyl-O-Poiysaccharid: 

O 

(PS) — O — CH 2 CH 2 — NH — C — CH| — S — (HB) 

Methode III: 

Das Polysaccharid (PS) wird mit Natriumperjodat zur Reaktion gebracht, urn den Diaidehyd zu bilden: 



OH CHO 

(PS) + Perjodat (PS)^ 

\ \ 

OH CHO 

Die Reaktion zwischen dem Diaidehyd und den Aminogruppen von Hamoglobin (HB) ergibt Hamoglobin- 
30 N-Dextran: 

OH 



C 

/ \ 
(PS) N— (HB) 

\ / 
C 

| 

OH 



Durch richuge Einstellung der Bedingungen, unter denen das modifizierte Polysaccharid mit dem Hamoglobin 
45 zur Reaktion gebracht wind, laBt sich eine Ausbeute von mehr als 90% gebundenen Komplexprodukts erhalten, 
was die Trennung des Produkts von Rflckstand-Reaktionsmitteln unn6tig macht Wenn das modifizierte Polysac- 
charid beispielsweise N-Bromacetyl-Aminoethylisoureido-Dextran (Br-Dextran) ist, das nach der vorstehend 
Beschreibung hergestellt worden ist, konnen die Konzentrationen des Hfcmoglobins und von Br-Dextran in der 
Bindungs-Reaktionsmittelldsung und die Reaktionszeit eingestelh werden, urn Ausbeuten von mehr als 90% 
50 gebundener Produkte zu liefern. Eine zu hohe Konzentration von Reaktionspartnern fiihrt zur Gelierung der 
Reaktionsmischung und zur Bildung eines quervernetzen Produkts mit einem ubermaBig hohen Molekularge- 
wicht, was gewdhnlich unerwflnscrt ist Vorzugsweise wird ein Mol-Verhaltnis von Br-Dextran zu Hamoglobin 
benuut, das nahe bei 1:1 Uegt oder das unter 1 :1 liegt, wenn ein Dextran mit hohem Molekulargewicht benutzt 
wird. Die Bfldung ernes quervernetzten Produkts laBt sich auch durch Senken des pH-Werts unterbinden, urn die 
55 Alkyherungsreaktion zu stoppen, oder durch Zusetzen von Mercaptoathanol oder Cystein, die mit dem Br-Dex- 
tran in Konkurrenz zu den Hamoglobin-Mercaptangruppen bei der Umsetzung tretea 



Beispiel 1 

60 HersteHung des Dextran-Hamoglobin-Komplexes 



0,3g Cyanbromid wird m 3 ml Acetonitrfl aufgelost und 100 ml 2%iger Dextranl6sung (Molekulargewicht 
200.000) zugesetzt Der pH-Wert wird auf 103 mit 1 M NaOH fOr die Dauer von 5 Minuten gehaltea Dann 
werden 2 ml Diammoathan zugegeben. Der pH-Wert wird auf 9,5 mit konzentrierter HQ eingestellt, und dieses 
Reaktionsgemisch laBt man fiber Nacht stehen. 

Das Gemisch wird grundbch gegen destflliertes Wasser diarysiert und gefriergetrocknet Das gefriergetrock- 
nete Aminodextran kann lange Zeit gelagert werden. 

Alles aktivierte Dextran, das gewonnen worden ist (1,6 bis 1,7 g), wird in 50 ml 0,1 Phosphat-Pufferldsung, 
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pH-Wert 7,0. aufgeldst, und 2 ml Bromacetylbromid werden sehr langsam zugegeben, und zwar untcr heftigem 
UmrOhren fOr die Dauer von 2 Stunden. Der pH-Wert wird konstant auf 7,0 durch die Zugabe von ! M NaOH 
genalten. Wenn die Reaktion beendet ist wird das Gemisch grQndlich gegen destilliertes Wasser dialysiert und 
dann gefriergetrocknet Man erhfilt 1,4 g bromiertes Dextran bzw. Br-Dextran. 

1 g Br-Dextran wird 30 ml einer 2 bis 3%igen Ldsung menschlichen Hamoglobins in 0,1 M Natriumbicarbo- 
nat-Pufferlosung, pH-Wert 9,5, zugegeben, und die Reaktion laBt man Qber Nacht vonstattengehen. 

Dextran-Hfimoglobin und freies Hamoglobin werden an einer Sephadex-G-200®-Sfiule voneinander getrennt 
Die Ausbeute von Dextran-Hamoglobin betragt 70 bis 80% des gesamten zugesetzten HSmcglobins. 

Beispiel 2 

Nierenausscheidung von Hamoglobin und Dextran-Hamoglobin durch Ratten 

Urn die Wirksamkeit des Komplexes gemaB der Erfindung als Blutersatz zu testen, wurden 3 ml einer 2%igen 
Dextran-Hamoglobin-KompiexISsung, die nach Beispiel 1 hergestellt worden war, in eine Wistar-Ratte infun- 
diert, und die Menge an vom Tier ausgeschiedenem Dextran-Hamoglobin wurde durch Waschen der Blase mit 
einem standigen Strom physiologischer Sole und durch Messen der Menge an aufgeldstem Hamoglobin in der 
SpOIung als eme Funktion der Zeit geschatzt Ein genau gleiches Kontrollexperimem wurde durchgefQhrt auBer 
daB 3 ml emer 2%igen Hamoglobinlosung benutzt wurden. In beiden Fallen wurde der Hamoglobingehalt 
spektrophotometrisch in Einheiten der optischen Dichte bei 415 nm bestimmt. 

Die Ergebnisse sind graphisch in der beigefQgten Darstellung gezeigt. Es handelt sich dabei urn eine graphi- 
scne Wiedergabe der optischen Dichte, bezogen auf die Zeit, fOr die jeweiligen Experimente. Wie zu sehen ist ist 
die Ausscheidungsrate von Hamoglobin viel h6her als die Ausscheidungsrate des Dextran-Hamoglobin- Kom- 
plexes. ° 

Dieses Experiment demonstriert, daB Dextran-Hamoglobin potenuel) ein viel brauchbarerer Blutersatz als 
freies Hamoglobin bezOglich seiner wesentlich besseren Riickbehaltung durch das Tier gegen eine Nierenaus- 
scheidung ist 



Beispiel 3 

2 g Dextran mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 1 10.000 wurden in 75 ml destilliertem Wasser 
aufgeldst der pH-Wert wurde auf 1 03 mit 2 M NaOH eingestellt und diesem wurde 03 g Cyanbromid, aufgeldst 
in 3 ml Acetomtril, unter Umruhren bei Raumtemperatur zugesetzt Der pH-Wert wurde 5 Minuten lang durch 
Zusetzen von 2 M NaOH auf 103 genalten. Der pH-Wert wurde dann auf etwa 2,0 bis 2£ mit konzentrierter HCI 
eingestellt, und die Losung wurde eine weitere Minute lang umgerQhrt 3 ml Diaminoathan wurden zusammen 
mit zusatzhcher HCI zugegeben, urn zu verhindern, daB der pH-Wert 9,5 Gberschritt Der endgQItige pH-Wert 
wurde auf 9,5 eingestellt Die Losung wurde Qber Nacht bei 4°C umgeruhrt Das entstandene Aminoethylamino- 
Dextran wurde in einem Bio-Faser-50»-Becher gegen entionisiertes Wasser dialysiert, bis durch Ninhydrin kein 
freies Amin in dem Dialysat nachgewiesen werden konnte. Die dialysierte Ldsung wurde lyophilisiert, urn ca. 
1,6 g gewcknetes Aminoethylamino-Dextran zu liefern. Das wurde in 50 ml 0,1 M Phosphat-Pufferldsung mit 
einem pH-Wert von 7,0 aufgeldst, und 3 ml Bromacetylbromid wurden durch eine Pasteur-Pipette mit einer fein 
gezogenen Kapillarenspitze wahrend einer Zeitdauer von 60 Minuten zugesetzt Wahrend der gesamten Zeit 
wurde die Ldsung heftig in einem Eiswasserbad umgeruhrt und auf einem pH-Wert von 6,6 bis 63 mittels eines 
pH-Regelgerates durch Zugabe von 2 M NaOH-Losung, wahrend der Zugabe von Bromacetylbromid, gehalten. 
Danach wurde die Ldsung gegen entionisiertes Wasser dialysiert bis in dem Dialysat durch Silbernitrat kein 
freies Brom nachgewiesen werden konnte. Ca. 1,5 g Br-Dextran wurden bei der Lyophilisierung erhaltea Das 
Experiment wurde unter Verwendung von anderen Dextranen mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht 
von 1 1 0.000, 70.000, 40.000 und 20.000 wiederholt Der Bromgehalt der verschiedenen synthetisierten Br-Dextra- 
ne wurde durch Elementenanalyse bestimmt er lag im Bereich von 9 - 11 Glucoseresten pro Bromatom. 

Das in dieser Weise gebildete Br-Dextran wurde an Hamoglobin gebunden, indem eine vorgeschriebene 
Menge m 6 ml Hamoglobinldsung aufgeldst wurde (die 23, 5 oder 10% Hamoglobin in 0,1 M Natriumbicarbo- 
nat pH-Wert 93. enthielt). Die Reaktion wurde unter standigem Umriihren bei 4°C vonstattengehen gelassen. 
Die Ausbeuten an Reaktionsprodukten wurden durch Durchgleiten des Reatkionsgemisches durch eine Sepha- 
dex- G-150»-Saule mit einer 0,05 M-Phosphat-Puff erldsung, pH-Wert 73, bestimmt Der Hamoglobingehalt 
wurde durch Absorption bei vorgeschriebeneh Wellenlangen bestimmt Die Ergebnisse sind in TabeUe 1 anee- 
geben. " ° 

Diese Ergebnisse zeigen,tiafl mit jedem Dextran uber 90% Ausbeuten von Reaktionsprodukt durch geeignete 
Wahl von Experhnentbedingungen erhalten werden kdilnen. 

Beispiel 4 

HersteDung von Dextran-Hamoglobin-Komplex durch Methode II 

1 g Dextran (Molekulargewicht 40,000) wurde grflndfich nut 1 ml Chlorethylamin gemischt das als die obere 
Phase nach emer Zugabe konzentrierten NaOH zu CMorethylaminhydrochlorid erhalten wurde, Das Gemisch 
wurde mh 0,4 ml konzentrierten NaOH writer gemischt in eine verschlossene Rdhre gesetzt und bei 120° C eine 
Stunde lang im Autoklaven behandelt Dann wurde 1 ml CWorethylamm und 0,4 ml konzentrierte NaOH 
zujresetzt und das Gemisch wurde wiederum eine Stunde lang bei 120° im Autoklaven behandelt Das wurde 
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noch einmal wiederholt Nach dem KQhlen wurde das Cemisch grflndlich gegen destilliertes Wasser dialysiert 
und schlieBlich in 11 ml 0,1 M Phosphat-Pufferl&sung gegeben, pH-Wert 6,8. 

Diese Losung aus Aminoethyl-O-Dextran wurde mit langsamer Zugabe von 0,5 ml Bromacetylbromid w&h- 
rend einer Zeit von etwa einer Stunde acyliert Sie wurde gegen destilliertes Wasser grflndlich dialysiert und 
5 gefriergetrocknet 

0,1 g des gefriergetrockneten Bromacetyl-Aminoethyl-O-Dextrans wurde 1,7 ml 5% menschlichen Hamoglo- 
bins in 0,1 M Natriumbicarbonat-Pufferldsung, pH-Wert 9,5, zugesetzt und 48 Stunden lang auf 4°C gehalten. 

Die Chromatographic an Sephadex® zeigte, daS uber 90% des Hamoglobins in der Form von Dextran-Hamo- 
globin gebunden war. 

10 

Beispie! 5 

Herstellung von Dextran-Hamoglobin-Komplex nach Methode HI 

is 1 ml einer 12%igen waBrigen Ldsung Natriumperjodat wurde 10 ml einer 10%igen waBrigen Losung Dextran 
zugegeben, und das Gemisch lieB man Ober Nacht im Dunkeln bei 4°C stehea Eine 3%ige Natriumbisuifitlosung 
wurde zugegeben, bis das Gemisch braun wurde, und dann, wiederum, farblos. Das Gemisch wurde gegen 
destilliertes Wasser dialysiert, urn die Dextrandialdehyd- Losung zu gewinnen. Es wurden dann 2 Volumenteile 
3%igen stromafreien Hamoglobins zu 03 M Natriumbicarbonat-Pufferldsung, pH-Wert 9,5, zugesetzt Die 

20 Bindung von Hamoglobin an Dextran erfolgte bei 4°C Ober Nacht Der entstandene Dextran-Hamoglobin- 
Kompiex wurde von nicht-gebundencm Hamoglobin durch Chromatographic mit einer Sephadex-G-200®-Saule 
getrennt Man erhielt eine Ausbeute von ca. 60% gebundenen Produkts. 

Beispiel 6 

25 

Nierenausscheidung von Hamoglobin und Dextran-Hamoglobin durch Kaninchen 

Mannliche Kaninchen mit Kdrpergewichten von 33 bis 3,5 kg wurden mit 0,1 g Natriumpotentia! narkotisiert 
Eine Ldsung Hamoglobin oder Dextran-Hamoglobin (Molekulargewicht von Dextran: 200.000 bis 275.000) 

30 gemaB der Erfindung in einer Standard-Nierendialysierungs-PufferlOsung (nach Rabiner et aL, 1967, J. Exp. Med. 
126, 1127-1 142) mit einem Gehalt von 20 uCi (Mikro-Curie) 3 H-Methoxyinulin, wurde in jedes Tier durch die 
Randohrader mit 1,1 ml/Minute infundiert Nach dem Infundieren der Losung wurde die Infusion mit der 
gleichen Geschwindigkeit mit der Pufferldsung fortgesetzt urn den urinaren Ausgang beizubehalten. In Interval- 
Jen wurde die Blase mit drei 5-ml-Partien 0,9%iger Sole unter Verwendung eines ICatheters Foley® No. 8 (3 ml) 

35 ausgespOlt, und nach einem Schleudern bei 3.000 g fOr die Dauer von 10 Minuten zum Entfernen eventuellen 
absetzbaren Materials wurde das aufgeldste Hamoglobin oder Dextran-Hamoglobin in den kombinierten 
Spalungen auf der Basis der Absorption bei 576 nm bestimmt Der 3 H-Inulingehalt in den kombinierten Spulun- 
gen wurde durch Szintillationszahlung mit einer Korrektur fur die Unterdrflckung durch Hamoglobin gemessen; 
ein Fremdstrahlungsstandard im Chicago-Mark-II-Nuklearzahler wurde zum Bestimmen der Unterdrflckung 

40 benutzt Die Plasmakonzentration von Hamoglobin oder Dextran-Hamoglobin wurde zu verschiedenen Zeiten 
durch Abnehmen von Blutproben aus der Halsschlagader und DurchfOhrung von Absorptionsmessungen mit 
den Proben bei 576 nm nach Sedimentierung der Erythrozyten bestimmt 

Tests wurden unter Verwendung von 50-mi- oder 30-ml-Proben von l%igem Hamoglobin oder Dextran-Ha- 
moglobin durchgefuhrt, das das Aquivalent von 1 % Hamoglobin enthielt 

45 Es ist festgestellt worden, daB das Dextran-Hamoglobin, besonders das, das durch die Methode nach Beispiel 1 
und 3 hergestellt worden ist, durch die Nieren in einer wesentlich geringeren Geschwindigkeit ausgeschieden 
wird und aus dem Kreislauf wesentlich langsamer entfernt wird als freies Hamoglobin, obwohl die Nierenfunk- 
tion bei den Tieren, die mit Dextran-Hamoglobin infundiert wurden, wie durch Inulin-Exkretion nachgewiesen, 
unbeeintrachtigt war. Ferner wurde seitdem wiederholt beobachtet, daB bei verschiedenen Tieren und mit 

50 verschiedenen Infusionsdosierungen dieses ungleiche physiologische Verhalten von Dextran-Hamoglobin und 
freiem Hamoglobin auf die unterschiedliche Natur der Substanzen zurflckzufflhren ist, nicht auf irgendeinc 
Andemng beispielsweise im Bluthaptoglobingehalt der Versuchstiere. 

Die Sauerstoffbindeeigenschaften von Produkten gemaB der Erfindung werden durch die Methode von 
Benesch et ai (1965) Anal Biocheia 11, 81, 87 bestimmt Es ist festgestellt worden, dafl bn Vergleich zu 

55 Hamoglobin die Produkte gemaB der Erfindung dazu neigen, eine etwas groBere Affinitat auf Sauerstoff zu 
zeigen, die essentielle Sauerstofftransport- und LSsefahigkeit von Hamoglobin jedoch bewahrea Wie durch die 
Halbsattigungs-Sauerstoffspannung gemessen, zeigt der Dextran-Hamoglobin-Komplex, der nach der vorste- 
hend beschriebenen Methode I hergestellt worden ist, eine etwa 2£-fache groBere Affinitat far Sauerstoff im 
Vergleich zu freiem Hamoglobin. Die Sauerstoffaffinitat des Komplexes kann durch geeignete chemische 

60 Behandlung des Hamoglobins geandert werden, und zwar vor oder nach der Bindung mit dem Polysaccharid, 
beispielsweise durch Reakuon desselben mit Pyridoxalphosphat und durch Reduktion mit Natriumborohydrid. 
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Patentanspruche 

1. Makromolekulare wasserldsliche Verbindung als Blutersatz bei Losung oder Suspension in Wasser, 
gekennzeichnet durch die allgemeine Formel 

(PS)-X-HB, 

in der (PS) ein modifiziertes Polysaccharid darsteilt, das entweder Dextran mit einem durchschnittlichen 
Molekulargewicht von etwa 20.000 bis 275.000 oder Hydroxyethylst&rke mit einem durchschnittlichen 
Molekulargewicht von etwa 20.000 bis etwa 2.000.000 ist, HB H&moglobin darsielll und X eine kovalent 45 
gebundene chemische BrQcke ist, die entweder durch Umsetzung von Bromacetylaminoethyl-Seitengrup- 
pen des Polysaccharids mit Mercapto-Gruppen des Hamoglobins oder durch Umsetzung von Dialdehyd- 
Seitengruppen des Polysaccharids mit Aminogruppen des Hamoglobins gebildet ist 

2. Verfahren zur Herstellung einer makromolekularen wasserloslichen Verbindung gemaB Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daB ein Polysaccharid, das entweder Dextran mit einem durchschnittlichen Mole- 50 
kulargewicht von etwa 20.000 bis 275.000 oder Hydroxyethylstarke mit einem durchschnittlichen Moleku- 
largewicht von etwa 20.000 bis etwa 2.000.000 ist, in jeweils an sich bekannter Weise chemisch modifiziert 
wird durh Einbringen von Seitengruppen, die in einer Bromacetylaminoethyl-Gruppe oder in Dialdehyd- 
Seitengmppen enden, die zur Umsetzung mit Hamoglobin befahigt sind, und dann das die Bromacetylami- 
noethyl-Gruppe oder die Dialdebyd-Seitengruppen aufweisende Polysaccharid mit Hamoglobin umgesetzt 55 
wird und ein en kovalent gebundenen Komplex bildet, wobei entweder die Bromacetylatninoethyl-Seiten- 
gruppen des Polysaccharids mit Mercapto-Gruppen des Hamoglobins oder die Dialdehyd-Seitengruppen 
des Polysaccharids mit Aminogruppen des Hamoglobins umgesetzt werden. 

31 Mhtel zur Verwendung als Blutersatz oder Blutstrecker zum Verabreichen an Menschen- oder Tierpa- 
tienten in Form einer w&Brigen Losung oder einer Suspension eines wasserldslichen makromolekularen, eo 
sauemofftransportierenden Stoffes, dadurch gekennzeichnet, daB der Stoff eine Verbindung nach An- 
spruch 1 ist. 
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